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SummaηThe present study was carried out to analyze functions of polymorphonu開
c1ear leukocyte CPMN) in the peripheral blood of patients with chronic infections in the 
lower respiratory tract after long-term treatment with erythromycin (EM) . 
The number of total leukocytes was significantly higher in patients than in healthy 
controls before treatment， and it returned to normal levels after a 3-month treatment. 
Phagocytic activity of PMN was determined by measuring the intensity of luminol-
mediated chemiluminescence. EM treatment reduced chemiluminescence of PMN in 
patients to a significant extent， inproportion to the improvement of c1inical symptoms. 
Intracellular production of elastase， which was recognized as one of the predisposing 
factors in tissue damage of the respiratory tract， did not increase in PMN of patients 
throughout observation， but extracellular release of elastase from PMN upon stimulation 
with interleukin 1 CIL-l) was much reduced by EM treatment. 
Furthermore， serum obtained from EM -treated patients exhibited significanty higher 
levels of anti-elastase activity as compared with serum of healthy controls. The anti-
elastase activity in EM -treated patients was completely neutralized by monoc1onal anti-
body to human 尚一antitrypsin.
These results suggest that EM can modify PMN functions and also increase the 
antiモlastaseactivity in serum. 
Index Terms 
chronic lower respiratory tract infections， erythromycin， polymorphonuc1ear leukocyte 
CPMN) functions， elastase 
Abbreviations 
DPB: diffuse panbronchiolitis， CB: chronic bronchitis， BE: bronchiectasis， EM: eryth-
romycin， PMN: polymorphonuc1ear leukocyte，α1 -AT:αl-antitrypsin， BALF: bron-
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (695) 

















この療法は HaemoPhilusinfluenzae， Pseudomonas aer-
uginosa 以下 P.aeruginosa)などの感染菌の種類に関




clear leukocyte: PMN)由来の elastaseとその in-
hibitorの意義の重要性が報告されている 4) 一方，慢性下
気道感染症，患者の気管支肺胞洗浄液 (Bronchoalv巴olar




































Cell Ratio;好中球に相当)， MCR (Medium Cell 













層のうち好中球層だけを採取し， HBSS (Hanks' bal-
anced salt solution)にて 2回洗浄した.その沈j査をよ
くほぐした後， 4.5mlの蒸留水を加えすばやく援枠し残
存赤血球を溶血せしめ， 20秒間以内に 10倍濃度の PBS
〔ー〉を 0.5ml加えた.続いて HBSSで2回洗浄した後，
彦













TD-4000 (Laboscience)にて peak値， peak timeを測
定した.評価は peak値を peaktimeで除した微分値を









5mM HEPES-MEM (minimum ess巴ntialmedium， 
phenolred不合〉にて 3x106/mlに調整した.このもの
を以下好中球浮瀞液と呼ぶ.好中球浮世毒液中の好中球の
割合は cytosmear analysisにおいて 95-98%で，
trypan blue染色による細胞の viabilityは99%以上で
あった.
c) 遊走能 (chemotaxis)の測定 (Fig.1) 
好中球の遊走能の測定は agaroseplat巴法9)を用い
た. 0.8% agarと5%bovine s巴rumalbuminとを含有
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Fig. 1. Measurement of chemotaxis (Agarose plate method). 
fMLP: N日formyl-Methionyl-L巴ucyl-Phenylalanine
PMN : polymorphonuclear leukocyte 
HBSS: Hanks' balanced salt sulution 
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (697) 
3ヵ月後に採取した好中球elastaseを測定し比較を行な elastin標品とした.Congo Red elastinをTris-HCl
った.EM投与患者の平均投与期間は 18.3:119.2ヵ月で buffer (pH8.2， 2mM CaCl2含有)にて 1mg/mlに調整
あった.健常対照として男性2例，女性2例，平均年齢 し，これを CongoRed elastin溶液として用いた.
29.3:1 5.1歳の好中球を用いた c) elastase活性の測定
B) 材料と方法 サンフ。ノレキャップ〔アシスト〉に Tris-HCl buffer 
a) 好中球elastaseの抽出 (pH8.2， 2mM CaCl2含有〉を 20μ1， Congo Red elastin 
好中球分離方法の項で述べた如く， Percoll比重遠沈 溶液を 250μ1，elastase抽出画分を 50μl入れ 3TCにて
法により得た好中球浮世毒液 (3xlO"/mOの1mlを100xg 30分振滋させた.30分後あらかじめ 4"Cに冷却保存して
にて 5分間遠心し，その上清を捨て沈澄をよくほぐした おいた acetat巴buffer(pH4.2)を250μl入れ反応を停止
後， acetate buffer (pH4.2)を1ml加え，そのまま測定 させ，不溶性の Congo Red elastinを除去するため
日まで-80"Cにて冷凍保存した.測定日に全てのサンプ 1800xgにて 10分間遠心した.その上清の 300μ1を96穴
ノレを解凍し，超音波破砕を 30秒間行なった後， 100xgに 底マノレチプレート C住友ベークライト〉に入れ 17ロマ
て5分間遠心してその上清を好中球 elastase抽出画分 トスキャナー CS-930(島津製作所〉により， 485nmでの
として実験に用いた.即ち全てのサンフソレについて同一 吸光度を測定し好中球 elastase活性を求めた.同時に
日に同一条件下で測定した elastase抽出画分の蛋白量を標準蛋白として human
b) Congo Red elastinの作成 serum albuminを用いた Lowry法で測定し， elastase 
elastase活性は CongoRed elastin法12)により測定し 活性は蛋白量 (mg)当りの unit数として算出した.unit 
た.elastin powder(Advance Biofacture Corporation) 数は porcinepancreas elastas巴(Sigma)を標品として
19を100mlの2%Congo Red溶液に懸濁し， 4"Cにて 作成した検量線より算出した. PH8.8， 3TCの条件下に
3時間静かに撹持した後，蒸留水にて 3回洗浄し，続いて おいて 20分間で 1mgのelastinを融解させ得る巴las.
100% acetoneにて 3回洗浄した.最後に 100%etherを tase活性を 1uintと定義した.
加え，吸引ポンプにてろ紙上に乾燥させ，さらに des- II) IL-1刺激による好中球からの elastase放出に
iccator内にて 3日間ろ紙ごと乾燥させ Congo Red 対する EMの影響
10μ~ : serum 
samples 10μ: control 
(Tris幽 HCIbuffer) 
clear zone 
elastase (100 unit/m~) 
1 % agar containing 0.1 % (v/v) 
elastin in 10mM Tris-HCI 
% elastase inhibition =旦ニ旦X100
a 
(pH 8.2) + 2mM CaCI2 
Fig. 2. Measurement of antiモlastaseactivity of serum obtained from 










を96穴tissueculture plate (Corning)内で 40pg/inlの
r巴combinanthuman interleukin-1 beta (rh IL-1β， 
Collaborative Reseach Incorporated)を50μI加え， 37" 
C， 5% CO2の条件下で 1時間作用せしめ，好中球を刺激
することにより elastase放出を誘導した.この放出に対
する EMの効果を見るために， Erythromycin 
lactobionate (ダイナボット〉を最終濃度 5μg/mlとなる
ように添加し，合計 20μl/wellとしたものを EM添加
群とし， EMのかわりじ MEMを加え同じく 20μl/well
としたものを EM非添加群とした.37"C， 5% CO2の条
件下で 60分間培養し，上清中の elastase活性を，好中球
った.健常対照として男性 3例，女性 l例，平均年齢 32.
5:t 1.9歳の好中球を用いた.
B) 測定方法 (Fig.2) 
elastin agar plate法にて測定した.0.1%(v/v)elastin
含有 agarplateにあけた wellのうち中央の矩形の well
(50x3mm)に 100unit/mlのporcinepancreas elastase 
(Sigma)を750μl注入し，さらに1.5cmの等間隔にあけ
た直径1.5mmの円形の wellに検体〔愚者および健常人
血清〉と negative controlとして 10mM Tris-HCl 








巴lastase活性と同様 CongoRed elastin法により測定し 1) 白血球数，白血球分画ならびに好中球機能検査
た 1 )全白血球数並びに分画の変動 (Talbe1) 
IV) 血清の elastase抑制活性の測定 全白血球数は健常人 5617士1109/μlあったのに対し，
A) 対象 慢性下気道感染症患者群〔以下患者群〉では EM投与前
EM投与中の慢性下気道感染症患者 21例，男性 14例， が8186:t4088/μlと有意に高値で、あった(p<0.05).しか
女性 7例，平均年齢は 66.9士11.2歳で， DPB 10例， CB しEM投与後は 6814:t1988/μ!と低値となり，健常群と
5例， BE6例であった.このうち EM未投与患者は 4例 の有意差は認められず， EM投与前後の比較でも有意差
で， EM投与患者の平均投与期間は 29.2:t25.4ヵ月であ は認めなかった.
Table 1. Comparison of total white blood cel count and its differential counts in 
the peripheral blood of patients between before treatment and at 3. 
month-tr巴atmentof EM in patients with chronic lower respiratory infec. 
tions 
Before treatment 
Dis巴ases Cell Differential 
At 3.month of treatment 
Cell Differential 
counts/μcounts (%) counts/μl counts (%) 
Chronic lower 8186:t4088ホ LCR 62.7土11.4 6814:t1988 LCR 59.2士9.7
respiratory MCR 10.5士4目9
infctions 
(n=14) SCR 27.2:t9.2 
MCR 9.8:t6.6 
SCR 31.1士8.1
Healthy 5617土1109 LCR 56.1士8.5
controls MCR 8目9:t3.7
(nニ 18) SCR 35.0土7.5
LCR: Large Cell Ratio (%). (polymorphonuclear leukocyte) 
MCR: Middle Cell Ratio (%). (monocyte， eosinocyte， basocyte) 
SCR: Small Cell Ratio (%). (lymphocyte) 
Results were expressed as mean:tS.D 
*:Pく0.05versus cel counts of healthy controls目
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (699) 
次に分画について健常群で、は LCR(好中球に相当)56 群との聞に有意差は認めず，また EM投与前後において
l士8.5%，MCR (単球・好酸球・好塩基球に相当)8.9:1 も有意差は認めなかった.
3.7%， SCR (リンパ球に相当)35.0:17.5%に対し，患者 2) 遊走能 (chemotaxis)(Table 2) 
群では EM投与前が LCR62.7士11.4%，MCR 10.5土4. 健常群は stimulationindexとして1.00士0.27であっ
9%， SCR 27.2士9.2%で， EM投与後が LCR59.2:19.7， たのに対し，患者群では EM投与前において1.02士0.26，
MCR 9.8:16.6， SCR 31.1:1:81.でし、ずれにおいても健常 EM投与後において1.1l:t0.37と，いずれの場合も健常
2: 500 
• ~ 包 400
E F3帥
i 噌〉・a、 200 


















Data of both chemotaxis and chemilumin巴scenceare expressed as the stimulation index (SI). SI= 
Data on test day jmeans of control data during certain period. Results are expressed as mean士S.D.
* ; P< 0.01 versus patients at pretreatment 
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Fig. 3. Effects of EM treatm巴nton PMN elastas巴
activity目
PMN elastase activity was measur巴dby 
Congo Red elastin method. M巴anvalue of 
elastase activity of PMN obtained from 
EM-treated patients was 213.9土131.5
unitsjmg protein (n=18). 
(0 ; healthy controls，・ patients)
ま
。
Before At 3-month 
treatment of treatment 
Fig. 4. Changes of PMN elastas巴 activity in 
patients with chronic lower respiratory 






































Fig. 5. Effects of EM on the release of elastase from PMN stimulated 
by IL-1. 
The 100μ1 of PMN (10' Iml) were cultured in wells of 96-well 
flat同bottomedculture plate with 25% (v/v) rh IL-1， with or 
without EM， at 3TC in 5% CO2 for 60min. 
Elastase activity of巴achculture supernatant was measured 
with Congo Red elastin method 




























Fig. 6. Percent巴lastaseinhibition of serum from 
patients with chronic lower respiratory 
infections tr巴atedwith EM. 
The mean value obtained from treated 
groups was 42.1:1:6.8% (n=17， P<0.05 ver-
sus healthy controls). 
* : p<0.05 












































































II) 好中球 elastase活性 (Fig.3， Fig. 4) 










次に EM投与前と投与 3ヵ月後の前後について elas-
tase活性が測定できた 5例では，低下傾向を示したもの
2例，上昇傾向を示したもの 2例，ほぼ不変であったもの
慢性下気道感染症に対する Erythromycin長期投与療法の作用機序に関する研究 (701) 
l例と一定の傾向は見られなかった. はEM投与前において健常対照群に比べ有意に高値で
II) IL-1刺激による PMNからの elastase放出に あった.白血球分画について EM投与前後において健常
対する EMの影響 (Fig目 5) 人の白血球分画と著明な差異はなく，急性感染症におい
Fig.5に示す如く IL-1添加による好中球の elastas巴 て好中球の比率が増えるのとは異なっていた.EM投与
放出量を比較すると， EM添加群が健常群は 80.7:t16. 前後での比較では白血球数，分画とも著明な変化は認め
8 % control， EM投与患者群では 65.2:t32目6% control なかった.
といずれにおいても EM無添加群より有意に低値であ 好中球機能検査では，遊走能は EM投与前1.02:t0.26，
った(p<0.05). このことから EMはIL-1刺激による好 投与後1.1l:t0.37と投与前後で有意差はなく，またいず
中球からの elastase放出に対しては抑制的に作用して れも健常群との聞にも有意差は認めなかった.Rasら叫
いることが明らかとなった. はCB3例のみでーはあるが， 3ヵ月間の EM投与で遊走
1V) 血清の elastase抑制活性 (Fig.6) 能が著明に克進したとしている.しかし測定方法が異な
患者群は EM投与前 37.5:t4.6%，EM投与後 42.1士6. るので著者の成績とは単純には比較し得ないものと思わ
8%とEM投与前後での有意差は認めなかったが，健常 れる.
対照群 30.6士2.8%と比較して EM投与後では有意に高 これに対し貧食・殺菌能は投与前1.16士0.62，投与後0
値であった (p< 0.05). 58士0.39と有意な低下を認めた (p<O.01).luminol. 
次にこれを EM投与期間別に見てみると 1年未満 37. dependent ch巴miluminescenceはluminolが酸化され
3土3.9%，2-3年 42.2士4.4%， 4年以上 48.9:t5.5%で， る際に光を放出することを利用したもので，好中球内で
健常群と比較して l年未満(p<0.05)，2-3年(p<u.Ol)， 産生される活性酸素群 (0-" H，O" OH'， '0，)の量




活性は抗 a!， -antitrypsin (以下町1-AT)抗体でほぼ完全 り16)，EM による活性酸素群の産生低下は局所での宿主
に阻止された. 細胞の二次的傷害の閉止につながるものと考えられる.
考 察
DPB， CB， BEなどの慢性下気道感染症に対する EM
長期投与療法の有効性は，P. aeruginosa感染例も含め
て，臨床的には報告されてきたがり)，その作用機序は従

























elastase活性に及ぼす EMの影響を invivoとinvitro 
の両方において検討した.その結果は健常群 148.9土70









中球 elastase放出に対する EMの直接的な影響を in
(702) 柳生善彦
vitroにおいて検討した.5μg/mlの濃度で EMを添加し 球に注目し検討を行なった.
た場合，健常対照、群 80.7:116.8% control， EM投与患者 1. 慢性下気道感染症患者の末梢血中の白血球数およ
群 65.2:132.6% controlともに EM無添加群に比べ有 び分画はEM投与前後において有意な変化は認めなか
意に放出が抑制されていた(p<0.05).健常対照群よりも った.
患者群の方が抑制率が大きい傾向にあったが両者間に有 2. EM投与患者においては遊走能 (chemotaxis)に
意差は認めなかった.薬剤による好中球からの巴lastase は著明な変化は認めなかったが，貧食・殺菌能
放出に対する影響を調べた報告は他になく，この EMに (chemiluminescenc巴〉は低値であった (p<O.01).
よる巴lastase放出抑制の機序については不明であり今 3. 好中球 elastase量はEM投与前後において有意
後検討を要すると思われる. 差は認めなかったが， in vitroにおける IL-1刺激による
好中球より放出された elastaseは血清中ではほとん 好中球からの elastas巴放出に対しては EMは有意な抑
どfreeの状態では存在せず， 1'，-ATなどの elastasein- 制作用を示した (p<0.05).
hibitorと1: 1の割合で結合することにより不活化さわし 4. EM投与患者血清による elastase抑制活性は投
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